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(57) Abstract 

The invention discloses a noninfectious virus-like particle (VLP) comprising 0) a capsid defining an internal space and constituted 
ai least by all or part of the LI protein and optionally all or part of the E2 protein of a papillomavirus, and, (ii) a nucleic acid molecule 
contained in the said internal space; the nucleic acid molecule comprising a region coding for a protein of interest, in particular an antigen 
or a cytokin. Such VLP's can be administered in vivo and axe particularly useful for vaccinal purposes In therapy or for prevention against 
all kinds of cancerous conditions or infections. 



(57) Abrfge' 

L'invention a pour objet une pseudo-particule vlrale (VLP) non-infectieuse qui comprend (i) une capslde delimitant un espacc interne 
et constitute au moins par tout ou partie de la proline LI et eventuellement tout ou partie de la protdine E2 d'un papillomavirus, ct (ii) 
une mol6cule d'acide nucWique contenue dans ledit espacc interne; la molecule d*acide nucldique comportant une region codant pour une 
proline d'intciet. notam merit un antlgene ou une cytokine. De telles VLPs peuvent etre administrees in vivo et sont notammcnt utiles & 
des fins vaccinates en thdrapie ou en prevention h rencontre de routes especes defections ou d'cHats cancereux. 
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Pseudoparticules viral es utiles en tant que vecteur de delivrance 



d ? acide nucleique 



10 




15 



20 



25 



30 



L'invention a pour objet de nouveaux vecteurs de delivrance de materiel genetique 
pour usage La. en therapie genique, en immunotherapie ou a titre de vaccin 
therapeutique ou prophylactique. 

Chez un vertebre, le transfert de materiel genetique, quel que soit son utilite 
finale, peut etre realise selon divers modes operatoires qui, pour les plus connus, sont (i) 
le transfert par vecteurs viraux, (ii) le transfert via une encapsulation dans des 
liposomes ou equivalents, (iii) le transfert medie par des agents facilitants tels que les 
lipides cationiques, les billes d'or ou le phosphate de calcium et (iv) le transfert par 
simple injection d'ADN nu, c'est-a-dire depburvu de tout autre element pouvant entrer 
en interaction ou en cooperation avec TADN afin d'en promouvoir le transfert. 

Chaque methpde est d'application generate ; cependant, une methode plutot 
qu'une autre peut apparaitre plus appropriee en fonction de divers facteurs, tels que le 
type de materiel a transferer, te lieu ou l'expression de ce materiel est recherchee, la 
permanence ou le caractere trans itoire de Texpression. 

Par exemple, si il s'agit de corriger une deficience genetique chez un individu, on 
peut songer a prefererun mode de transfert integratif me;ttant en jeu des vecteurs viraux 
derives des retrovirus. 

Dans d'autres cas, par exemple dans le traitement des cancers, on favorisera une 
expression transitoire et ciblee au lieu de la tumeur. A cette fin, des vecteurs viraux tels 
que les vecteurs vaccine sont particulierement appropries. 

Pour ce qui est des traitements vaccinaux, les vecteurs vaccine, les liposomes ou 
meme 1'ADN nu peuyent convenir. Ces demiers seront pr^feres aux vecteurs 
retroviraux, en particulier pour la vaccination preventive. 

On a maintenant decouvert que les capsides des papillomavirus peuvent etre 
reconstitutes m v/7ra, en presence d'ADN ou d'ARN heterologue, et que ce materiel 
genetique s'y trouvait efflcacement encapsule. Ainsi les capsides, communement 
appelees VLPs pour virus-like particles, peuvent servir a titre de vehicule de transfert de 
materiel genetique, avec des applications diverses. 
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Les papillomavinis sont de petiis virus a ADN, non-enveloppes de structure 
icosaedrique. Leur genome code pour jusqu'a huit proteines precoces et deux proteines 
tardives. Les cadres de lecture ouverts sont repertories de El a E7 sans oublier LI et 
L2. Les genes precoces (E pour early) sont associes aux fonctions de replication virale 
et de transformation cellulaire. Les capsides des papillomavirus sont constitutes des 
deux proteines L, et L 2 (L pour late proteins ou proteines tardives) ; L, etant le 
constituant majeur. Une information detaillee peut etre trouvee dans Virology. Second 
Ed. by B.N. Fields, Raven Press (1990). 



10 



Des VLPs imitant en tout point les capsides des virions natifs peuvent etre 
obtenus par expression recombinaiite soit de L, seulement. soil de L, + L 2 , dans le 
systeme vaccine (Hagensee et al, J. Virol. (1993) 67 : 315) ou dans le systeme 
baculovirus (Kirnbauer et al, PNAS (1992) 89 : 12180 ; Kirnbauer et al, J. Virol. (1993) 
67 : 6929 ; Rose et al, J. Virol. (1993) 67 : 1936 ; Le Cann et al, FEMS Microbiol. Lett 
15 (1994)117 : 269). 

Dans la mesure ou ces VLPs adoptent une conformation native et reagissent avec 
des anticorps neutralisants connus pour recpnnaltre des epitopes conform afionels §| 
presents chez les virions natifs. i| a deja ete suggere d'utiliser ces VLPs en tant que 
20 vaccin a I'encontre des infections a papillomavirus (WO 94/5792). 

De nombreuses especes anirriales, y compris les humains sont sujettes a des 
infections a papillomavirus. Ces agents infectieux sont specifiques du groupe qu'ils 
infectent. Ainsi on distingue entre autres, les papillomavirus bovins et les ff 
25 papillomavirus humains (HPV). Chez les humains, differents types d'HPV sont a 
I'origine de maladies diverses. Les types 1. 2. 3. 4. 7. 10. et 26 - 29 sont la cause de 
vermes benignes. Les types 5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19 -25, 36, et 46 - 50 peuvent 
induire des lesions chez les individus deficients du point de vue immunplogique. Les 

types 6, 11, 34, 39, 41 - 44 et 51 - 55 sont responsables des dysplasies ou des P 
30 cpndylomes non malins des muqueuses genitale et respiratoire ; dans de rares cas, 
certains de ces types peuvent se retrouvcr dans des carcinomes invasifs. Enfin les types 
16 et 18 et dans une moindre mesure 31. 33, 35 et 45, provoquent des dysplasies 

epitheliales- de la muqueuse genitale et sont tres largement associes a la majorite des 8 
carcinomes invasifs. h 

35 I 



La presente invention propose quant a elle, des pseudo-pan icu les virales (VLPs) 
de papillomavirus non-infectieuses qui cornprennent une capside delimitant un espace 

interne et une molecule d'acide nucleique contenu dans cet espace interne ; la molecule 1 
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d'acide nucleique etant differente du genome d'un papillomavirus au moins en ce qu'elle 
est depourvue de tout ou partie des regions dudit genome codant pour les proteines 
tardives de type sauvage. 

5 Aux fins de la presente invention, la capside est principalement formee par tout 

ou partie d'une proteine LI ou par tout ou partie d'une proteine LI et tout ou partie 
d'une proteine L2. Par souci de simplicity on se bornera dans la suite du texte a ne 
parler que de proteine LI ou L2 pour designer les proteines entieres ainsi que leurs 
fragments. On peut aussi prevoir qu'il y aura plusieurs proteines LI ou L2, provenant de 
] 0 types differents. 

Parmi les types de HPV dont peuvent etre issues les proteines LI et L2, on cite 
notamment les types I, 6, 10, 1 1, 16, 18, 3 L 33, 35 ou 45. 

15 Lprsque les proteines proviennent d'un HPV- 16, -18. -33 ou 35 bu de tout autre 

HPV pouvant induire un carcinome invasif ii est preferable que la sequence de la 
proteine L I en usage aux fins de ('invention soit identique a celle de la proteine L I qui 
est presente chez le papillomavirus lorsque ce dernier est initialement isole a partir 
d'une lesion benigne (e.^. condyloma acuminatum ou dysplasie cervicale). En efTet, il 

20 semble bien qu'au stade d*une lesion benigne. le papillomavirus puisse toujours se 
repliquer librement a J'etat de virion complet ; tandis qu*au stade malin, le virus aurait 
cette fonction alteree en raison notamment d'une mutation qui serait intervenue au 
niveau de PORF codant pour LI. Cette mutation empecherait entre autre la formation 
des capsides. La sequence d'une proteine Ll de type 16 provenant d'un HPV isole a 

25 partir d'un condylome est divulguee dans ridentiftcateur de sequence n° 2 de la 
demande WO 94/5792. On note que cette sequence se distingue de celle d'une proteine 
Ll d'un HPV-16 isole d'un carcinome malin, en ce que 1'acide amine en position 202 est 
un acide amine autre que Thistidine i.e. un residu acide aspartique ou acide glutarhique. 

30 En ce qui concerne la proteine L2 % celle-ci peut etre eventuellement deletee de son 

site de liaison a I'ADN, afin de favoriser Telimination de toute trace d'ADN Iors de la 
purification des elements necessaires a la mise en oeuvre des VLPs selon I'invention. En 
pratique, il s'agit de supprimer ou de modifier un ou plusieurs des 12 premiers acides 
amines de rextremite N-terminale. De telles proteines L2 sont notamment decrites dans 

35 WO 95/20659 et Zhou et al, J. Virol. (1994) 68 : 619. 

De maniere alternative, ta capside peut etre constitute par une ou des proteines 
hybrides (proteines de fusion) correspondant a des chimeres Ll - E6, Ll - E7, L2 - E6^ 
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L2 - E7 ou a toute autre forme de chimere dans laquelle on retrouverait au moins une 
partie d'une proteine LI ou L2 associe a un peptide ou polypeptide heterologue a LI ou 
L2, par exemple un peptide gag du HIV (human immunodeficiency virus). Afin de 
former de tels hybrides, plusieurs types d'association sont en theorie possibles. 

Par exemple, on peut prevoir d'associer par liaison peptidique 1'extremite N- 
terminale ou C-terminale de la proteine entiere LI et L2 avec 1'extremite inverse de la 
proteine E6 ou E7. On peut prevoir d'agir de meme avec des proteines tronquees. 
Toujours par liaison peptidique, on peut aussi prevoir d'inserer au coeur de J a sequence 
de la proteine LI ou L2, tout ou partie de E6 ou E7 ; de preference on inserera des 
fragments de E6 ou E7 correspondant a des epitopes remarquables. L'insertion dans la 
sequence de la proteine LI ou L2 pourra s'effectuer en conservant Tintegraiite de la 
sequence LI ou L2 ou bien en en deletant une certaine partie. Bien evidemment, la 
construction de cassette d'expression appropriees (par fusion genetique) codant pour ces 
proteines hybrides presidera a I'obtention de ces proteines. 

Ainsi que precedemment evoque, le ou les elements constituant la capside peuvent 
etre prpduits dans des systemes recombinants, bacteries, levure, cellule de mammiferes 
ou d'insectes. Par exempie, WO 95/31476 traite de I'expression et de la purificatipn 
d'une proteine LI dans et a partir co/i. L'expression et la purification dans et a 
partir de la levure, des proteines Ll de HPV-6a, -1 1, -16 and ^18 est decrite dans WO 
95/31532, ainsi que la co-expression et la co-purification de ces memes proteines avec 
les proteines L2 correspondantes. L'expression de la proteine LI ou des proteines Ll et 
L2 de type 16,. dans des cellules de mammiferes, a I'aide d'un vecteur vaccine, est 
decrite dans WO 93/2184 et Zhou et al, Virology (1991) J_85 : 251. L'expression de la 
proteine Ll de type 1, dans des cellules de mammiferes COS, a I'aide du plasmide 
pSVL est decrite dans WO 94/152 et Ghim et al. Virology (1992) 190 : 548. 
L'expression de la proteine Ll de type 1, grace au systeme vaccine, est aussi divulguee 
par Hagensee et al, J. Virol. (1993) 67 : 315. L'expression de la proteine Ll de type 16 
et sa co-expression avec la proteine L2 correspondante, dans des cellules d'insectes, a 
J'aide d'un baculovirus, est decrite dans WO 94/5792 et Kirnbauer et al, J. ViroL (1993) 
67 : 6929. Sur le meme sujet on cite aussi Xi et al, J. Gen. Virol. (1991) 72 : 2981. 
L'expression de la proteine Ll de type 11, 16 et 18, dans le meme systeme, est reportee 
par WO 94/20137 et Rose et al, J. Virol. (1993) 67 : 1936. Ainsi la mise au point d'un 
systeme recombinant destine a l'expression d'une proteine Ll ou des proteines Ll et L2 
est clairement a la portee de I'homme de Tart. 
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Lorsque ces proteines sont produites dans un systeme procaryote, elles restent 
generalement a J'etat dissocie apres purification. II n'y a pas formation de VLPs sauf si 
on soumet ces proteines a un traiternent specifique de renaturation et meme dans ce cas 
la^ le rendement reste tres faible. 

Lorsque ces proteines sont exprimees dans un systeme eucaryote, on s'attend 
generalement a ce que les proteines produites se reassemblent spontanement sous forme 
de VLPs, sauf par exemple si le taux d'expression etait trop faible. Par consequent le 
produit que Ton obtient apres purification est bieri des VLPs et non des proteines 
dissociees. 

Afin de mettre en oeuvre Pobjet de la presente invention, il convient done de 
traiter les VLPs produites en systeme eucaryote, de maniere a les dissocier en ses 
elements. La dissociation fequiert que l'on reduise les ponts disulphures et que Ton 
supprime les ions calcium (Volpers et al, J. Virol. (1995) 69 : 3258 et Colomar et al, J. 
Virol. (1993) 67 : 2779). Par exemple on placera les VLPs en pH alcalin ou on utilisera 
un agent reducteur comme le dithiothreitol (DTT). On utilisera ausst un agent chelateur 
cpmpiexant le calcium comme lTEGTA (ethylene glycol-bis (beta-aminoethyl ether)- 
N,N,N\N'- tetraacetic acid). 

Aux fins de la presente invention, Tacide nucleique encapsule peut etre de TARN 
ou de I'ADN ; ce dernier sera avant tout prefere. La taille de la molecule n'est pas 
critique ; on indique toutefois qu'il est preferable qu'elle n'excede pas plus de 8 kbp, du 
moins en ce qui concerne l'ADN. 

Une molecule d'acide nucleique utile aux fins de la presente invention doit etre 
differente du genome de papillomavirus, bien qu'elle puisse en contenir certains 
elements. En particulier cette molecule n'a pas la structure d'un genome de 
papillomavirus et ne contient pas d'ori^ne de replication specifique d'un 
papillomavirus. 

L'ADN peut etre sous forme lineaire ou circulaire ; cette derniere forme etant 
preferee. Avantageusement il s'agira d'un plasmide. Celui-ci sera integratif ou pas, selon 
le but recherche. De meme, il pourra ou non se repliquer dans une cellule de 
mammifere. A des fins de production, il com port era une origine de replication e.g. 
procaryote. 
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La molecule d'ADN e.g. le plasmide, peut eventuellement comporter un site qui 
lui permette de se Her a la proteine E2 d'un papillomavirus. Un tel site peut avoir pour 
sequence la formule ACCN^MT dans laquelle N est independamment A, G, C ou T et 
M est G ou T. La molecule d'ADN peut aussi comporter tout ou partie de la longue 
5 region de controle (LCR) du genome d'un papillomavirus. 

La finalite essentielle de cette molecule d'ADN (ou d'ARN) est de permettre 
Texpression d'une ou de plusieurs peptides, polypeptides ou proteines d'interet dans une 
cellule de mammifere. En consequence, eile comporte une region codante placee sous le 
10 contole d'un promoteur approprie. A litre d'exemple, on cite le promoteur precoce du 
cytomegalovirus humain notamment decrit dans le brevet americain USP 5 168 062 ou 
un promoteur tissu-specifique tel que le promoteur du gene codant pour la desmine 
humaine (Li et al % Gene (1989) 78 : 243 et Li et a]. Development (1993) JJ7 : 947). 

15 Le choix de la region codante sera determine par l'usage auquel les VLPs selon 

rinyentipn seront destinees. Ainsi on peut utiliser ces VLPs comme agent de 
vaccination a rencontre des infections parasitaires, bacteriennes ou virales. Dans ce cas, 
le peptide ou polypeptide ou la proteine sera select ion nee parmi les antigenes 
parasitaires, bacteriens ou viraux. 

20 

Selon un mode de realisation particulier, on choisit d'utiliser les VLPs selon 
Finvention a titre d'agent de vaccination therapeutjque ou preventif, a rencontre des 
infections a papillomavirus. Pour ce faire, le ou les peptide(s). polypeptide(s) ou 
proteine(s) codecs) sera (seront) avahtageusement selectionne(s) parmi tout ou partie 
25 des proteines El et E2 et des formes non-oncogeniques des proteines E6 et E7 d'un 
papillomavirus ; preferential lement d'un HPV de type 16, 18, 31, 33, 35 ou 45; Ce 
papillomavirus peut etre eventuellement d'un type different de celui dont est (sont) 
issue(s) la ou les proteine(s) de capside. 

30 Les formes non-oncogeniques incluent les proteines E6 et E7 d'un papillomavirus 

non-oncogene ainsi que les formes deletees d'une proteine E6 ou E7 d'un 
papillomavirus oncogene, avantageusement, une telle forme deletee d'une proteine E6 
ne comporte pas tout ou partie de la region de E6 comprise entre les residus acide amine 
106 et 115 (par exemple, il peut s'agir d'une proteine HPV-16 E6 A (106-110) ou A 

35 (1 1 1-M5) ou A (106-1 15)). De merne, une forme deletee d'une proteine E7 ne comporte 
pas tout ou partie de la region de E7 comprise entre les residus acide amine 20 et 26 
(par exemple, il peut s'agir d'une proteine HPV-16 E7 A (21-24) ou A (21-26)). 
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Ces proteines precoces, leur fragment d'ADN correspondent ainsi que leur forme 
non-oncogenique sont decrites dans Crook et al, Cell (1991) 67 : 547 et Munger et al, 
EMBOJ. (1988)8 : 4099. 

5 A titre d'exemple, on presente ci-apres diverses combinaisons possibles en ce qui 

concerne l'origine des proteines (presentation non-exhaustive) : 
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Capside 
LI L2 



HPV-16 



HPV-16 



Acide nucleique 
E6 E7 



HPV-16 



HPV-16 



HPV-16 



HPV-16 



HPV-18 



HPV-18 



15 



HPV-16 HPV-16 
et HPV-18 



HPV-16 
et HP V- 1 8 



HPV-18 
et HPV-18 



20 



HPV-16 
et HPV-18 

HPV-16 



HPV-33 



HPV-16 



HPV-16 



HPV-16 



25 Sous un autre aspect, on peut aussi envisager d'utiliser les VLPs selon Tinvention 

a titre d'agent de vaccination a rencontre des tumeurs induites par les antigenes du soi, 
en preventif ou en therapeutique. Parmi, les antigenes associes aux tumeurs, on cite 
nptamment la tyrosinase, la glycoproteine gplOO, la famille des proteines MAGE, ie 
CEA, la proteine ras, mutee ou non, la proteine p53, mutee ou non. Mud et pSA. 

30 

Des VLPs selon I'inverition pourraient etre aussi d'une grande utilite pour delivrer 
//; vivo des cytokines ou des molecules accessoires ayant une fonction 
immunomodulatrice (e.g, reconnaissance cellulaire par les cellules T-helper), dans 
toutes les applications ou ces molecules sont prescrites. Parmi les cytokines, on cite 
35 notamrnent l'interleukine-2 (IL-2), VIL-4, -5,-1, -10, -12, le GM-CSF (granulocyte 
macrophage colony stimulating factor), Tinterferon gamma (IFN-gamma) et Ie TGF- 
beta (tumor growth factor-beta). Parmi les molecules accessoires on cite notamrnent 
B7.1, B7.2, CD40, CD28 et CIITA. 
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Par exemple, une molecule d'acide nucleique utile aux fins de la presente 
invention, peut non seulement comporter une region codant pour un antigene d'un agent 
infectieux ou d'un antigene du soi associe a une tumeur. mais aussi une region codant 
pour une cytokine, e.g. l'IL-2 ou TIL- 12. Afin de trailer ou de prevenir des infections a 
papillomavirus, une telle region peut etre ajoutee a la molecule d'acide nucleique telle 
que precedemment envisages D'une maniere generate ceci peut etre aussi mis en 
oeuvre pour toute autre application vaccinale. 

De meme, des VLPs selon rinvention dont la molecule d'acide nucleique coderait 
essentiellement pour au moins une cytokine ou au moins une molecule accessoire, 
peuvent etre utiles en therapie comme element de traitement de diverses pathologies 
telles que les tumeurs ou les maladies auto-immunes ou bicn encore pour prevenir un 
rejet apres transplantation. 

Enfin des VLPs selon rinvention peuvent etre aussi utiles dans le traitement des 
maladies genetiques. Dans ce cas la, pour encapsidation, on prepare une molecule 
d'acide nucleique com port ant au moins une region codant pour une proteine d'interet 
corrigeant un defaut genetique, telle que le facteur Vlll, pour traiter 1'hemophilie, la 
dystrophine pour traiter la dystrophic musculaire de Duchennc (myopathic) ou la 
proteine CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator) pour traiter la mucoviscidose. 

En consequence, rinvention a aussi pour objet : 

(i) A titre de medicament, une VLP selon rinvention ; 

(ii) Une composition pharmaceutique comprenant a titre de principe actif, au 
moins une VLP selon 1'invention en association avec un diluant ou un support 
acceptable du point de vue pharmaceutique ; 

(iii) Une composition pharmaceutique comprenant au moins deux VLPs, dans 
laquelle une premiere VLP comprend une capside constitute au moins par tout ou partie 
de la proteine LI d'un premier type, tel que le type 16 et dans laquelle une deuxieme 

* VLP comprend une capside constitute au moins par tout ou partie de la proteine LI 
d'un deuxieme type different du premier type, tel que le type 18 ; 

(iv) L'usage d'une VLP selon 1'invention, dans la preparation d l un 
medicament destine a la prevention ou au traitement d'une infection bacterienne ou 
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virale, d'une tumeur La. induite par un antigene du soi ou d'une maladie auto-irnmune 
ou bien encore, destine a la prevention d'un rejet de grefTe ; 

(v) Une methode de traitement ou de prevention d'une infection bacterienne 
5 ou virale, d'une tumeur La. induite par un antigene du soi ou d'une maladie auto- 
immune ou bien encore, de prevention d'un rejet de greffe, seion laquelle on administre 
une quantite therapeutiquement ou prophylactiquement efficace d'au moins une VLP 
selon Tin vent ion a un individu ayant besoin d'un tei traitement ; et 

10 (vi) Une methode depression in vivo, permettant de fournir a un 

mammifere, un peptide, un polypeptide ou une proteine sous une forme 
physiologiquement active, selon laquelle on administre au mammifere, au moins une 
VLP seilon 1'invention dans laquelle la molecule d'acide nucleique comporte une region 
codant :pour ledit peptide pu polypeptide ou pour ladite proteine, placee sous le controle 

1 5 d'un promoteur approprie si il s'agit d'une molecule d'ADN. 

Une composition selon I'inyention peut etre fabriquee de maniere conventionnelle. 
En particulier oh associe au moins une VLP avec un diluant ou un support acceptable 
d'un point de vde pharrnapeutique. Des exemples de diiuants ou de supports ainsi que 
20 des methpdes de formulation sont indiques dans le Remington's Pharmaceutical . 
Sciences. La formulation pourra dependre die la voie d'administration ; aerosol, 
formulation injectable, suppositoirs, com primes, etc. 

Une composition selon Pinventipn peut etre administree par n'importe quelle vote 
25 convientionnelle en usage dans le domaine des vaccins, lorsque cette composition est 
destinee a cet effet. 11 s'agit notamment des voies system iques e.g. voie sous-cutanee, 
intra-dermique, intra-musculaire ou intra-veineuse, et des voies mucosales e.g. voie 
orale, nasale, pulmonaire ou ano-genitale. Lorsqu'il s'agit de traiter des tumeurs solides, 
les voies pr6cedemment enoncees restent d'usage et on peut y adjoindre aussi la voie 
30 intra-tumorale. Lorsqu'il s'agit de traiter des maladies genetiques, le choix de la voie 
d'administration dependra essentiellement de la nature de la maladie ; par exemple on 
retiendra avantageusement la voie pulmonaire dans le cas de la mucoviscidose (les 
VLPs etant formulees sous forme d'aerospl) ou la voie intra-veineuse dans le cas de 
{'hemophilic 



35 



L'administration peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou plusieurs fois 
apres un certain delai d'intervalle. Le dosage approprie varie en fonction de divers 
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parametres, par exemple de 1'individu traite ou du mode d'administration. De maniere 
generate, une dose comprend de 1 a 250 pg de VLPs selon 1'invention. 

L'invention se rapporte aussi a un procede de preparation de VLPs selon 
invention, selon lequel on melange une molecule d'acide nucleique definie comrae 
precedemment, avec tout ou partie de la proteine LI d'un papillomavirus sous forme 
dissociee et de maniere optionnelle, tout ou partie de la proteine L2 d'un 
papillomavirus, en presence d'un agent permettant la reassociation de la proteine LI (ou 
des proteines LI et L2) sous forme de capside, e.g. un sel de calcium, et on recupere a 
partir du melange, lesdites VLPs. 

Lorsqiie I'ADN destine a etre encapside comporte uh site qui lui permette de se 
lier a la proteine E2, il devient avantageux de rajouter cette proteine au melange de 
reconstirution. Auparavant cette proteine aura par exemple etait produite par voie 
recombinants dans un syteme procaryote (bacteries) ou eucaryote (J. a. levures, cellules 
d'insectes). 

Prealablement a retape du melange, il est avantageux d'exprimer tout ou partie de 
la proteine LI, optionneilement tout ou partie de la proteine L2^ par voie recombinante 
dans une cellule-hote eucaryote. Dans ce cas, on recupere des pseudc-particules vides, 
et on les traite par un agent reducteur et/pu par un agent chelateur des ions calcium, 
pour obtenir tout ou partie de la proteine LI, optionneilement tout ou partie de la 
proteine L2, sous forme dissociee. 

De maniere avantageuse, tout ou partie de la proteine Lj optionneilement tout ou 
partie de la proteine L 2> est exprimee par voie recombinante dans des cellules d*insectes 
infectees par un baculovirus dans le genome duquel est insere un fragment d*ADr>I 
codant pour tout ou partie de la proteine L, optionneilement pour tout ou partie de la 
proteine L 2 , place sous le controle d f un promoteur approprie. 

Lprsque les VLPs selon l'invention sont utilisees dans des traitements de longue 
duree, com me par exemple dans le traitement d'un cancer, I'administration repetee d'un 
meme type de VLPs (c'est-a-dire de VLPs ayant la meme capside) peut etre genante 
d'un point de vue immunologique. Afin de surmonter ce desavantage potentiel, on peut 
prevoir d'utiliser de maniere sequentielle, des VLPs ayant des capsides differentes. Par 
exemple on peut preparer tout une gamme de VLPs ayant la meme molecule d'acide 
nucleique (ayant une region codant e.g. pour l'IL-2 ou TIL- 12) mais differant par le type 
de papillomavirus dont est issue la proteine LI et, optionneilement la proteine E2. Ainsi 
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on utilisera de maniere consecutive, des VLPs de capside type 16 (une ou plusieurs 
fois), puis des VLPs de capside type 1 8 (une ou plusieurs fois), etc. 

Cest pourquoi 1'invention a aussi pour objet : 

(i) Une methode de traitement d'une maladie genetique, d'un etat cancereux, 
ou d'une infection a papillomavirus selon iaquelle on administre au mammifere ayant 
besoin d'un tel traitement, des VLPs selon rinvention, de maniere repetee a t n , t n ^! ; n 
etant un nombre superieur ou egal a 1 ; les VLPs administrees a t nM difTerant des VLPs 
administrees a t n en ce que la proteine L, ou les proteines L, et L 2 de la capside des 
VLPs administrees a t n , }t derive(nt) d'un papillomavirus de type autre que celui dont 
derive(nt) la proteine Lj ou les proteines L, et L^ de la capside des VLPs administrees a 

t„;et 

(ii) Une composition pharmaceutique qui comprend plusieurs produits pour 
administration consecutive ; les produits etant chacuns constitues de VLPs selon 
1'invention et difTerant les uns des autres en ce que la proteine L, ou les proteines L, et 
L 2 de la capside des VLPs derive(nt) pour chaque produit d'un papillomavirus de type 
different. 

EXEMPLE 

Preparation de VLPs vides 

Un stock de VLPs de type HPV-16 est prepare a partir d'une culture de cellules 
Sf-9 infectees par un baculovirus recombinant. Ce baculovirus possede, inseres dans 
son genome, les fragments d'ADN de HPV-16 codant pour L, et L 2 , originellement 
isoles a partir d'un condylomata acuminata. La sequence codant pour L, est divulguee 
dans WO 94/5792. On note en particulier que le codon correspondant a I'acide amine en 
position 202 est un codon acide aspartique. 

La -construction du baculovirus, la culture des cellules Sf-9 ainsi que la 
purification des VLPs spnt decrites dans Kirnbauer et al, J. Virol. (1993) 67 : 6929 ou 
dans Suzich et al, PNAS (1995) 92 : 1 1 553. 

Dissociation des VLPs 
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A 250 pi d'une preparation de VLPs obtenues apres dialyse contre du tampon 
phosphate 1 mM pH 8, on ajoute 250 pi de tampon phosphate 1 mM pH 8 contenant 
300 mM NaCI, 2 mM EGTA (ethylene glycol tetracetic acid) et 40 mM DTT 
(dithiotreitol). On laisse se poursuivre 1'incubation a 37°C pendant une heure. . La 
concentration finale en VLPs soumise a dissociation est de Tordre de 200 pg / ml. Une 
variante du protocole de dissociation est aussi decrite dans Volpers et al, J. Virol. 
(1995) 69 : 3258. Cette preparation est ensuite dialysee de maniere extensive contre du 
tampon phosphate 1 mM pH 8. 

Preparation de TADN destine a etre encapside 

Le plasmide pnRSV-NP (A/PR/8/34) qui comporte le cDNA codant pour la 
nucteoproteine du virus de la grippe A/PR/8/34 sous le controle du promoteur du virus 
du sarcome; de Rous (RSV), est prepare com me decrit dans Ulmer et al. Science (1993) 
259 : 1745. 

Encapsidation de TADN 

50 ng d'ADN purifie sous un volume de 500 pi sont ajoutes a 500 pi de la 
preparation de VLPs dtssociees obtenues precedemment. Puis on ajoute 25 pi d f une 
solution de chlorure de calcium 20 mM. On laisse tncubc-r 30 min a 37°C. Le melange 
est ensuite soumis a une centrifugation en sucrose 40 % dans un rotor SW28 a 28 000 
rpm pendant 20 heures. On recupere une bande a la densitc dc 1.33 g/ml qui contient 
TADN encapside et que Ton dialyse contre du tampon phosphate I mM pH 8. 
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Revcndi cations 



1 . Une pseudo-particule virale (VLP) non-infectieuse qui comprend : 

(i) une capside delitnitant un espace interne et constitute au moins par tout ou 
partie de la proteine L, d'un papillomavirus, et 

(ii) une molecule d'acide nucleique contenue dans ledit espace interne ; la 
molecule d'acide nucleique etant differente du genome d'un papillomavirus 
au moins en ce qu'elle est depourvue de tout ou partie des regions dudit 
genome codant pour les proteines tardives de type sauvage. 

2. Une pseudorparticuie virale selon la revendication 1, dans laquelle la capside est 
constituee au moins par tout ou partie de la proteine L ( a l'etat de proteine chimere 

3. Une pseudo-particule virale selon la revendication 1 ou 2, dans laquelle la capside 
est constituee au moins par tout ou partie de la proteine L, d'un papillomavirus 
humain(HPV). 

4. Une pseudo-particule virale selon la revendication 3, dans laquelle la capside est 
constituee au moins par tout ou partie de la proteine L, d'un papillomavirus 
humain de type 1,6, 10, 11, 16, 18, 31, 33, 35 ou 45. 

5. Une pseudo-particule virale selon la revendication 4, dans laquelle la capside est 
constituee au moiris par tout ou partie de la proteine L, d'un HPV-16, -18, -31, - 
33, -35 ou -45 initialement isole a partir d'une lesion benigne (condyloma 
acuminatum ou dysplasie cervicale). 

6. Une pseudo-particule virale selon la revendication 5, dans laquelle la capside est 
constituee au moins par tout ou partie de la proteine L, d'un HPV-16 ayant une 
sequence d'acide amines qui comporte en position 202, un acide amine autre que 
I'histidine. 

7. Une pseudo-particule virale selon la revendication 6, dans laquelle la capside est 
constituee au moins par tout ou partie de la proteine L t d'un HPV-16 ayant une 
sequence d'acides amines qui comporte en position 202, un residu acide 
aspartique ou acide gtutamique. 
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8. Une pseudo-particule virale selon Tune des revendications 1 a 7, dans laquelle la 
capside est en outre constitute par tout ou partie de la proteine L 2 d'un 
papillomavirus. 

9. Une pseudo-particule virale seton la revendication 8, dans laquelle la capside est 
en outre constitute par tout ou partie de la proteine L 2 a Fetat de chimere Lj - E,. 

10. Une pseudo-particule virale selon Tune des revendications 1 a 9, dans laquelle la 
molecule d'acide nucleique comporte une region codant pour une proteine 
d'interet 

11. Une pseudo-particule virale selon la revendication 10, dans laquelle la molecule 
d'acide nucleique est de 1'ADN et comporte une region codant pour une proteine 
d'interet placee sous le controle d'un promoteur capable de promouvoir la 
transcription dans les cellules de mammiferes. 

12. Une pseudo-particule virale selon la revendication 11, dans laquelle la molecule 
d'ADN comporte en outre un site de liaison de la proteine E 2 d'un papillomavirus, 
de formule ACCN 6 MT dans laquelle N est A, G, C ou T ct M est G ou T. 

13. Une pseudo-particule virale selon la revendication 11, dans laquelle la molecule 
d'ADN comporte en outre tout ou partie de la longue region de controle (LCR) du 
genome d'un papillomavirus . 

14. Une pseudo-particule virale selon Tunc des revendications 10 a 13, dans laquelle 
la molecule d'acide nucleique est d'au plus 8 kbp. 

15. Une pseudo-particule virale selon Tune des revendications 10 a 14, dans laquelle 
la molecule d'acide nucleique comporte au moins une region codant pour une 
proteine d'interet selectionnee parmi les cytokines et les molecules accessoires 
facilitant la reconnaissance cellulaire par les cellules T helper. 

16. Une pseudo-particule virale selon Tune des revendications 10 a 14, dans laquelle 
la molecule d'acide nucleique comporte au moins une region codant pour une 
proteine d'interet selectionnee parmi les antigenes associes aux tumeurs. 
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17. Une pseudo-particule virale selon 1'une des revendications 10 a 14, dans laquelle 
la molecule d'acide nucleique comporte au moins une region codant pour une 
proteine d'interet selectionnee parmi les antigenes parasitaires, bacteriens ou 
viraux. 

18. Une pseudo-particule virale selon la revendication 17, dans laquelle la molecule 
d'acide nucleique comporte au moins une region codant pour une proteine 
d'interet selectionnee parmi les proteines E, et E 2 et les formes non-oncogeniques 
des proteines E 6 et E 7 d'un papillomavirus. 

19. Une pseudo-particule virale selon la revendication 18, dans laquelle la molecule 
d'acide nucleique comporte au moins une region codant pour une proteine 
d'interet selectionnee parmi les proteines E, et E 2 et les formes non-oncogeniques 
des proteines E 6 et E, d'un papillomavirus de type HPV-16, -18, -31, -33, -35 ou - 
45. 

20. Une pseudo-particule virale selon la revendication 18 ou 19, dans laquelle la 
molecule d'acide nucleique comporte au moins une region codant pour une 
proteine d'interet selectionnee parmi les proteines E, et E 2 et les formes non- 
oncogeniques des proteines E 6 et E 7 d'un papillomavirus d'un type different de 
celui dont est (sont) issue(s) la ou les proteine(s) de capside. 

21. Une pseudo-particule virale selon les revendications 15 et 16, 18, 19ou20. 

22. Une pseudo-particule virale selon Tune des revendications 10 a 14, dans laquelle 
la molecule d'acide nucleique comporte au moins une region codant pour une 
proteine d'interet en therapie des maladies genetiques. 

23. A titre de medicament, une pseudo particule virale selon Tune des revendications 
1 a 22. 

24. Un procede de preparation de pseudo-particules virales selon Pune des 
revindications 1 a 22, selon lequel on melange une molecule d'acide nucleique 
diflferente du genome d'un papillomavirus au moins en ce qu'elle est depourvue de 
tout ou partie des regions dudit genome codant pour les proteines tardives de type 
sauvage, avec tout ou partie de la proteine L, d'un papillomavirus sous forme 
dissociee, en presence d'un sel de calcium et on recupere a partir du melange, 
lesdites pseudo-particules virales. 
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25. Un procede de preparation selon la revendication 24, selon lequel on melange en 
outre tout ou partie de la proteine d'un papillomavirus a la molecule d'acide 
nucleique et a la proteine L,. 

26. Un procede de preparation selon la revendication 25, selon lequel on ajoute au 
moment du melange la proteine d'un papillomavirus deletee de sa partie N - 
terminale. 

27. Un procede de preparation selon Vune des revendi cations 24 a 26, selon lequel 
prealablement a l'etape du melange, 

(i) on exprime tout pu partie de la proteine L,, optionnellement tout ou partie 
de la proteine L 2l par voie recombinante, 

(ii) on recupere des pseudo-particules vides, et 

(Hi) on traite les pseudo-particules vides par un agent reducteur et/ou par un 
agent chelateur des ions calcium, pour obteriir tout ou partie de la proteine 
L t , optionnellement tout ou partie de la proteine L 2 . sous forme dissociee. 

28. Un procede de preparation selon la revendication 27, dans lequel tout ou partie de 
la proteine L, optionnellement tout ou partie de la proteine L 2 , est exprimee par 
voie recombinante dans des cellules d'insectes infectees par un baculovirus dans le 
genome duquel est insere un fragment d'ADN codant pour tout ou partie de la 
proteine L, optionnellement pour tout ou partie de la proteine L 2 , place sous le 
control e d'un promoteur approprie. 

29. Une composition pharmaceutique qui comprend plusieurs produits pour 
administration consecutive ; les produits etant chacuns constitues de pseudo 
particules virales selon Tune des revendications 1 a 22 et difTerant les uns des 
autres en ce que la proteine L, ou les proteines L, et L 7 de la capside des pseudo- 
particules derive(nt) pour chaque produit d'un papillomavirus de type different. 
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CIB 6 C12N15/86 C07K14/025 



Salon la claaaricaton intornationale daa bravat* (CIB) ou o la fob aalon ta cloaaifipation natioruua at la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minima* contutt* (»ystama da clarification »uivi dea aymbole* da clotsement) 

CIB 6 C12N C07K 



Documentation oonaultaa autra que la documentation minimal* dan* ta manure oil cas documents ratavent da* domain** tw laaquala a porta la racharohe 



Ba*a de donrtaaa «fectron»que consult* • au court de ta rech arena intarnationate (nom de ta bsaa de donna el ai eala a»t raafiaable, tarmaa do racharon* 
utttaea) 



C. DOCUMENTS CONSlOER€S COUME PERT1WENTS 



Cataooria * Idafrtfccation daa doeumerta eitea. avac, la oaa achaant, nndioabon daa pataaga* partinefita 



no. drs cavandioationa v*>a*a 



WO 96 11274 A {THE GOVERNMENT OF THE 
UNITED STATES „ DEPT OF HEALTH AND HUMAN 
SERVICES) 18 avril 1996 
voir le document en en tier 



DE 43 35 025 A (BOEHRINGER INGELHEIM 
INTERNATIONAL GMBH, INGELHEIM DE) 20 avril 
1995 

voir abrege 



2-9,22, 
23,28 



| X| Vo * la aufta du oadra C pour la fin da ta fcata daa documanta 



m 



Laa documanta da lamittaa da bravata aont inoSojuaa an a»ne*a 



' Catayjonaa apaoiala* da document) citaa: 

A" documant daTmiaaant fetat ganaraJ.da la Uoh*riqo«, nan 

oonaidar* comma partxuiliaf amant partinant 
E* dooumant antariaur, maia pubtta a la data da dapot intamoiional 

ou apraa oatta data 
t* dooumant pouvant jatar un douta auf una ravandkuOwn da 

pdonta ou caa pour datarmaw la data da puUfoatfon d\ma 

airtra citation ou pour una rataon apaotala (talie qu'indiqu©*) 
O" dooumant aa ralafant 4 una divulgation oraJa, k un utaoo, a 

una axpoaition ou toua autraa moyana 
P* dooumant pubfca avant la data da o>p6t ritamauonai. mom 

poaUriauramanl a. la date da priori revandiquaa 



"T dooumant uaariaor pubaa apraa la data da dapot int.rnaiiof>«J ou U 
data da priorit* at n'appnrtanenant paa a laud da la 
taohntqua partatai*. man oitapour oomprandra la prine^a 
ou ta thaoria oonatftuant la baaa da rawantion 

*X" documant pajticuSa*amant partmant; Rnvanbon ravandiquaa na paul 
air* eoraudama eornm* noovefia ou oornrna implant una *otK*a 
arvanbva par rapport au dooumant con* Want ■ o U maot 

*V dooumant pavtfcuaararnaot partinant; rinvantkwi mvandkfuaa 

napautatra oonaidafta oomma impaquant una activfta frrvantiva 
loraoua la documant art azaocia iwiw pkjabura autraa 
documanta da mama natura, oatta oombinaiaon atant avidanta 
pour una paraonna du matiar 

•V documant qui ial parte da la mtna famittada bravata 



Data 4 laquatta la raoharoha intamalionaJa a ata aftaottvamant aohavaa 



8 octobre 1997 



Mom at admaaapoataja da radmbiatrationohamaa da la raonarcha mtamationaia 
Offioa Europaan de* Bravata, P.B.5«18 Patanoaan 2 
NL • 2290 HV fli^wyk 
Tal. (+3 1-70) 34O-2040, Tx. 31 651 apo 
Fax: (431-70) 34O-3016 



Data d'axpaoitkm du praaant rapport da raoharoha Intamatkinala 



3 1. 10. 97 



Fonouonnaka autoria* 



Panzica, G 
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C( suite) OOCUMENTSCONSJDERE3 COMME PERTINENTS 



Categoric * Identification des documents cites, avec»le cas echeanl, rindtcation des passages pertinents 



K1RNBAUER R ET AL: "EFFICIENT 
SELF-ASSEMBLY OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS TYPE 
16 LI AND L1-L2 INTO VIRUS-LIKE PARTICLES" 
JOURNAL OF VIROLOGY, 

vol. 67, no. 12, decembre .1993, BALTIMORE, 
US, 

pages 6929-6936, XPQ0O196637 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

WO 93 02184 A (UNIVERSITY OF QUEENSLAND 
(AU); CLS LIMITED (AU)) 4 fevrier 1993 
cite dans la demande 
voir revindications 1,4,5 

WO 94 20137 A (UNIVERSITY OF ROCHESTER US) 

15 septerobre 1994 

cite dans la demande 

voir abrege 

voir figure 8 

voir revendications 1-40 

voir page 5/ ligne 23 - page 6, ligne 23 



no. d»* revendicationft vitee* 



3-8 



1,3,4 



3-5.28 
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Rartseignements ra tali Is mix membres do lamiltos de brevets 



• tnlomationato No 



PCT/FR 97/Q0962 



Document brevet cite 


Date de 


Membre(s) de la 


Oate do 


au rapport de recherche 


publication 


fnmtDe de brevet (s) 


publication 


WO 9611274 A 


18-04-96 


us 


5618536 A 


08-04-97 






AU 


3828495 A 


02-05-96 






EP 


0789766 A 


20-08-97 


DE 4335025 A 


20-04-95 


AU 


681765 B 


04-09-97 






AU 


7812094 A 


04-05-95 






WO 


9510624 A 


29-04-95 






EP 


0724643 A 


07-08-96 






JP 


9503665 T 


15-04-97 



WO 9302184 A 04-02-93 AU 651727 B 28-07-94 

EP 0595935 A 11-05-94 
JP 7505042 T 08-06-95 



WO 9420137 A 15-09-94 AU 6443694 A 26-09-94 

EP 0688227 A 27-12-95 
JP 8507685 T 20-08-96 
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